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(54) Title: METHOD FOR ISOLATING AND PURIFYING NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR ISOLBERUNG UND AUFREINIGUNG VON NUCLEINSAUREN 
(57) Abstract 

Hie present invention relates to a method for isolating and purifying nucleic acids from liquid samples, wherein said method 
comprises using a solid carrier-material which is essentially made of oxide inorganic materials containing hydroxyl groups (e.g. silica gel 
or hydroxylapatite). The nucleic acids are bound to the carrier material in the acidic pH range while they are eluded in the alkaline pH 
range. 

(57) Zusammen fassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung und Aufreinigung von Nucleinsauren aus flussigen Proben mit Hilfe eines 
festen TOgermaterials, das im wesentlichen aus anorganischen hydroxylgruppenhalugen oxidischen Materialien (z.B. Kieselgel oder 
Hydroxy lapatit) besteht, wobei die Nucleinsauren im sauren pH-Bereich an das Tragermaterial gebunden und im alkalischen pH-Bereich 
eluiert werden. 
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Verfahren zur Isolierung und Aufr inigung 
vonNucI insaur n 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung und Aufreinigung von 
5 Nucleinsauren aus Flussigkeiten mit Hilfe eines festen Tragermaterials. 

Es existiert ein umfangreicher Stand der Technik, der die Isolierung von 
Nucleinsauren aus Korperflussigkeiten beschreibt. Altere Methoden um- 
fassen mehrere Arbeitsschritte: Anreicherung der Nucleinsaure enthalten- 

1 0 den Zellen oder Komparlimente, Lysis derselben, Abtrennung der Protein- 
und Membranfraktionen, Ausfallen der gereinigten Nucleinsauren zur Ent- 
femung kontaminierender Chemikalien. Neuere Methoden benutzen Fest- 
phasenextraktionen, wobei unter spezifischen Reaktionsbedingungen die 
Nudeinsaure enthaltenden Kompartimente lysiert und DNA und RNA oder 

1 5 deren Subpopulationen an die Festphase gebunden werden. Spezifische 
Reaktionsbedingungen sind hochmolare Konzentrationen von bestimmten 
chaotropen Substanzen oder von wasserldslichen organischen Losungs- 
mitteln. Ebenso kann hochmolekulare, genomische DNA eukaryontischer 
Zellen durch einfache Lysis der Zellen mittels Detergenz und physikalische 

20 Interaktion der langen DNA-Faden mit Mikropartikeln oder groRporigen 
Filtern eingefangen und gereinigt werden. Es ist auch bekannt, daB 
gereinigte Nucleinsauren in waBrigem Milieu an Chromatographiematerial 
wie Hydroxylapatit binden und mit relativ hochmolarem Phosphatpuffer 
abgelost werden konnen. 

25 

Aus US 5,234,809 ist ein Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren 
bekannt, wobei die Bindung an eine feste Phase in Gegenwart hoher 
Konzentrationen von chaotropen Substanzen wie Guanidiniumsalzen, 
Natriumjodid, Natriumthiocyanat oder Hamstoff erfolgt. Die gebundenen 
30 Nucleinsauren werden mit einem eine chaotrope Substanz enthaltenden 
Waschpuffer gewaschen. AnschlieBend wird zur Entfernung der hoch- 
konzentrierten Salze mit einer Alkohol und/oder Aceton enthaltenden 
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Waschlosung gewaschen. Die Elution der Nucleinsauren erfolgt nach soi 
faltiger Entfernung der organischen Losungsmittel mit Wasser oder mit 
Puffer niedriger lonenstarke. Ahnliche Verfahren sind aus EP 0 572 907 
bekannt. 



Nach WO 96/18731 soil die Bindung an die feste Phase in Gegenwart von 
Detergenzien unter neutralen Pufferbedingungen erfolgen. Das Verfahren 
hat jedoch den Nachteil. daft nur langkettige DNA-Molekiile wie genomi- 
sche DNA eukaryontischer Zellen an die feste Phase gebunden werden 
konnen. Kurze DNA-MolekQIe wie auch RNA-MolekQIe konnen unter den 
beschriebenen Pufferbedingungen nicht direkt isoliert werden. 

Die beschriebenen Methoden zur Isolierung und Aufreinigung von Nuclein- 
sauren weisen eine Reihe von Nachteilen auf. Chaotrope Substanzen in 
hohen Konzentrationen, organische Losungsmittel und Deteigenzien 
wirken inhibierend auf nachfolgende molekularbiologische Reaktionen, zu 
deren Zweck die Nucleinsauren isoliert werden. Intensive Waschschritte 
oderTrockenschritte sind erforderlich, um diese Inhibitoren quantitativ zu 
entfemen. Auch fur Automationsvorhaben mit dem Ziel, aus einer hohen 
Anzahi von Proben schnell und reproduzierbar Genmaterial zu isolieren, 
sind die beschriebenen Chemikalien und Waschschritte hinderiich. 

In WO 97/34 909 wird ein Verfahren zur Isolierung von Nucleinsauren 
offenbart, bei dem die Nucleinsauren aus der Probe an einem organischen 
vernetzten Polymer, das basische Gruppen aufweist, gebunden werden. 
Fur diesen Bindungsschritt sind Zusatze von Detergenzien, chaotropen 
Substanzen oder organischen Losungsmitteln nicht notwendig. Jedoch 
erfolgt die Bindung langsam und erfordert Inkubationszeiten von einer 
Stunde oder mehr. 

Es stellt sich also die Aufgabe, ein Verfahren zur Isolierung und Aufreini- 
gung von Nucleinsauren bereitzustellen, das ohne storenden Zusatz der 
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genannten Substanzen (z.B. chaotrope Substanzen) ausfuhrbar ist, und 
das eine kurze Inkubationszeit erfordert. Die isolierten beziehungsweise 
aufgereinigten Nucleinsauren (DNA und RNA) sollten sofort nach Elution 
von der Festphase ftlr molekularbiologische Reaktionen eingesetzt werden 
konnen. 

Es wurde gefunden, dafi bei Verwendung von anorganischen hydroxyl- 
gruppenhaltigen oxidischen Materialien eine Bindung von Nucleinsauren 
an diese Tragermaterialien auch ohne Zusatz von chaotropen Substanzen 
moglich ist, wenn durch den Bindungspuffer der pH auf 1 bis 6 erniedrigt 
wird. Diese Bindung erfolgt schnell, d.h. innerha|b von wenigerals 15 
Minuten. Nach einem optionalen Waschschritt kann die NucleinsSure 
durch einen Elutionspuffer mit einem pH-Wert zwischen 7,5 und 1 1 in 
Losung gebracht werden und steht fur weitere molekularbiologische 
Reaktionen bereit 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Isolierung und Aufreini- 
gung von Nucleinsauren aus flussigen Proben, gekennzeichnet durch 
folgende Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellen einer flQssigen Probe, die Nucleinsauren enthait; 

b) Bereitstellen eines Tragermaterials aus einem anorganischen 
hydroxyigruppenhaltigen oxidischen Material; 

c) VerdQnnen der Probe aus Schritt a) mit einem Bindungspuffer; 

d) Behandeln der mittels eines Bindungspuffers angesSuerten Probe 
aus Schritt c) mit dem Tragermaterial aus Schritt b), wobei die 
Nucleinsauren gebunden werden; 

e) Abtrennen der Probe und des Bindungspuffers nach Bindung der 
Nucleinsauren; 

f) Eluieren der in Schritt d) gebundenen Nucleinsauren mittels einer 
alkalischen Losung. 
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In bevorzugten Ausfuhrungsformen wind ein Waschschritt e1) nach Schritt 
e) eingefugt, wobei der pH des dabei verwendeten Waschpuffers s 6.5 
betragt. In weiteren bevorzugten Ausfuhrungsformen betragt der pH des 
Bindungspuffers zwischen 3 und 6 und des Elutionspuffers 7.5 bis 9. 
Bevorzugte Tragermaterialien sind Kieselgel und Hydroxylapatit. 

Gegenstand der Erfindung sind ferner Reagenzzusammenstellungen fur 
das erfindungsgema&e Verfahren zur Isolierung und Aufreinigung von 
Nucleinsauren aus flussigen Proben. In bevorzugten Ausfuhrungsformen 
enthaiten diese Reagenzzusammenstellungen alle fur die Durchfuhrung 
des Verfahrens notwendigen Bestandteile: Tragermaterial, Bindungs- 
puffer, einen Oder mehrere Waschpuffer und Elutionspuffer. Es ist jedoch 
auch moglich, einzelne dieser Komponenten getrennt zu liefem, Oder dem 
Benutzer die Beschaffung dieser Komponente zu Qberiassen, so dali auch 
Reagenzzusammenstellungen beispielsweise ohne den Waschpuffer 
Gegenstand der Erfindung sind. Somit kann eine erfindungsgema&e 
Reagenzzusammenstellung auch zwei Oder drei Bestandteile ausgewahlt 
aus Tragermaterial, Bindungspuffer, Waschpuffer und Elutionspuffer 
umfassen, insbesondere beispielsweise Tragermaterial und Bindungspuffer 
umfassen. Reagenzzusammenstellungen fur das erfindungsgemaGe 
Verfahren konnen ferner zusatzlich Hilfsmrttel wie Zentrifugenrohrchen 
Oder Dosierhilfen enthaiten. 

In Abbildung 1 werden die Bindungskinetiken fur das erfindungsgemafte- 
Verfahren (Kurven (A) und (B)) mit einem Verfahren entsprechend dem 
Stand der Technik nach WO 97/34 909 (Kurven (C) und (D)) verglichen. 
Fur die in den Kurven (B) und (D) dargestellten Mefiergebnisse wurde der 
Probe Rinderserumalbumin zugesetzt, urn die Verwendung der Verfahren 
fQr proteinhaltige Proben zu simulieren. Weitere experimentelle Einzel- 
heiten finden sich in in der Beschreibung zu Vergleichsbeispiel A. 
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Als Tragermaterialien geeignete anorganischen hydroxylgruppenhaltigen 
oxidischen Materialien sind aus dem Stand derTechnik, beispielsweise aus 
US 5,234,809 bekannt: Dazu gehoren insbesondere kristalline Oder 
amorphe Modifikationen von Si0 2 und Silikaten, d.h. beispielsweise Kiesel- 
gel, Kieselgur, Silikatglaser oder Zeolite, weiterhin auch Hydroxylapatite. 
Bevorzugt als Tragermaterial sind kristalline oder amorphe Modifikationen 
von Si0 2 und Silikaten. 

Die Tragermaterialien konnen in Form von Beads, Partikeln, Blattem, 
Gelen, Filtern, Membranen, Fasern, in Kapillaren, Streifen, Rohrchen, 
Mikrotiterplatten usw. vorliegen. Es konnen auch entsprechende magne- 
tische Partikel verwendet werden. Die Tragermaterialien konnen beispiels- 
weise auch als Beschichtung auf GefaGen aufgebracht sein. Als Aquilibrie- 
rungspuffer fOr das Tragermaterial wird vorzugsweise einer der im 
folgenden genannten Bindungspuffer verwendet. 

Die Bindung der Nucleinsauren aus der Probe erfolgt durch einfaches 
Absenken des pH-Wertes auf unter pH 6. Dazu wird ein Bindungspuffer 
veiwendet, der einem pH-Bereich von 1 bis 6, vorzugsweise von 3 bis 5, 
aufrechterhalten kann. Im bevoizugten pH-Bereich weisen bekannter- 
maften die Purinbasen der Nukleinsauren verbesserte Stabilitat auf. 
Geeignete Puffer sind z.B. Formiat-, Acetat-, Citratpuffer oder andere 
Puffersysteme, die in dem genannten pH-Bereich ausreichende Puffer- 
kapazitat besitzen. 

Die Pufferkonzentration sollte im Bereich von 10 bis 200 mM liegen, je 
nach der Pufferkapazitat derzu untersuchenden ProbeflUssigkeit. Vorzugs- 
weise wird ein Bindungspuffer der Konzentration von 50 mM verwendet, 
der einen pH-Wert von ca. 4,5 hat, z.B. ein Puffer aus Essigsaure, der mit 
Natronlauge, Kalilaug oder mit Tris-Base auf einen pH-Wert zwischen 4 
und 5 eingestellt wurde. Dem Bindungspuffer konnen Nucleaseinhibitoren 
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zugesetzt werden; geeignete Nucleaseinhibitoren sind dem Fachmann 
bekannt. 

Ein Bindungspuffer entsprechend dervorliegenden Erfindung enthalt weder 
Phosphationen, noch andere lonen in hohen Konzentrationen (> 200 mM), 
noch ionische Detergenzien oder chaotrope Substanzen. 

Bei den Nucleinsauren enthaltenden Proben handelt es sich urn wa&rige 
Flussigkeiten, wie Pufferldsungen und Homogenate oder komplexe biolo- 
gische Flussigkeiten, wie Blut, Serum, Plasma, Urin usw. oder urn Gewe- 
be- und Zelilysate. 



Das Tragermaterial mit den daran gebundenen Nucleinsauren kann mit 
dem beschriebenen Bindungspuffer oder mit anderen phosphatfreien 
Puffern gewaschen werden, wobei der pH-Wert dieser Puffer zwischen 4 
und 7, vorzugsweise zwischen 4,5 und 6,5 liegen sollte. Die Pufferkonzen- 
tration kann geringer sein als beim Bindungspuffer; sie sollte im Bereich 
von 5 bis 50 mM, vorzugsweise bei etwa 8 bis 15 mM liegen. Gegebenen- 
falls kann einer der Waschpuffer Zusatzstoffe, beispielsweise Chelatbildner 
wie EDTA, chaotrope Substanzen und/oder nichtionische Detergenzien 
enthalten. Die erfindungsgemaft offenbarten Waschpuffer eluieren die 
gebundenen Nucleinsauren nicht, selbst wenn diese unter Zusatz von 
chaotropen Substanzen an das Tragermaterial adsorbiert wurden. In 
einem Waschpuffer entsprechend dervorliegenden Erfindung sind Zusatze 
von organischen Losungsmitteln und/oder chaotropen Substanzen nicht 
notwendig, um die vorzeitige Elution von Nucleinsauren zu vermeiden. 
Jedoch sind Zusatze der genannten Hilfsstoffe in dem Verfahren nach US 
5,234,809 notwendig, um die vorzeitige Elution von Nucleinsauren zu 
vermeiden. Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung kdnnen 
derartige Zusatze verwendet werden, um die isolierten Nucleinsaure- 
praparationen zu reinigen, beispielsweise um adsorbierte Proteine von dem 
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Trager auszuwaschen. Fur derartige Zwecke geeignete Zusatze und deren 
Konzentrationen sind dem Fachmann gelaufig. 

Oberraschenderweise wurde gefunden, daft die so gereinigte Nucleinsaure 
durch eine einfache Erhdhung des pH-Wertes auf Qber 7,5 von der 
Festphase geldst werden kann. Der dazu verwendete Elutionspuffer sollte 
einen pH-Bereich von 7,5 bis 9, vorzugsweise 8 bis 8,5 aufrechterhalten. 
Geeignete Puffer sind z.B. Tris-HCI-Puffer, Tricin, Bicin und andere Puffer, 
die in diesem pH-Bereich puffem, vorzugsweise Tris/HCI. Die Puffer- 
konzentration sollte 5 bis 10 mM, vorzugsweise etwa 8 bis 10 mM 
betragen. Gegebenenfalls kann der Elutionspuffer Chelatbildner wie EDTA 
und/oder andere Inhibitoren von Nucleasen enthalten. Die eluierte 
Nucleinsaure ist direkt, ohne weitere Reinigungsschritte, fur molekular- 
biologische Anwendungen, wie z.B. fur Ampifikationsreaktionen einsetzbar. 

Das Verfahren zur Isolierung und Aufreinigung von Nucleinsauren wird ent- 
sprechend der vorliegenden Erfindung so durchgefuhrt, dad z.B. ein die 
NucleinsSuren enthaltendes Serum mit dem Bindungspuffer versetzt und in 
ein Mikrozentrifugenrdhrchen gegeben wird, das bereits die aquilibrierte 
Festphase enthaU Nach einer Inkubationszeit wird zentrifugiert und der 
Oberstand wird verworfen. Mit einem Wasch puffer wird resuspendiert, 
erneut zentrifugiert und der Oberstand emeut verworfen. Es kdnnen auch 
mehrere Waschschritte gegebenenfalls mit Waschpuffern unterschiedlicher 
Zusammensetzung nacheinander ausgefuhrt werden. Dementsprechend 
kann eine erftndungsgemafte Reagenzzusammenstellung auch mehrere 
Waschpuffer enthalten. Schlieftlich wird der Elutionspuffer hinzugefugt, die 
Suspension zentrifugiert und der die Nucleinsauren enthaltende Oberstand 
in ein neues leeres R6hrchen QberfQhrt. Diese L6sung kann dann direkt fur 
weitere Analysenmethoden (PCR, NASBA) eingesetzt werden. Bei der 
Verwendung von z.B. entsprechenden magnetischen Beads kann die 
Zentrifugaton durch das Anlegen eines magnetischen Felds ersetzt 
werden. 
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Auch ohne weitere Ausfuhrungen wird davon ausgegangen, daft ein Fach- 
mann die obige Beschreibung im weitesten Umfang nutzen kann. Die 
bevorzugten AusfQhrungsformen und Beispiele sind deswegen lediglich als 
beschreibende, keineswegs als in irgendeiner Weise limitierende Offen- 
barung aufeufassen. 

Die vollstandige Offenbarung aller vor- und nachstehend aufgefuhrten 
Anmeldungen, Patente und Veroffentlichungen, sowie der korrespon- 
diereriden Anmeldung DE 198 04 243.4, eingereicht am 04.02.1998, sind 
durch Bezugnahme in diese Anmeldung eingefuhrt. 



15 Beispiel 1 

Materialien 

Mikrozentrifugenrohrchen 

20 Bindungspuffer (BP): 50 mM Essigsaure/KOH, pH 4,5 

Waschpuffer (WP): 1 0 mM Tris-HCI, pH 6,5 

Elutionspuffer (EP): 1 0 mM Tris-HCI. 1 mM EDTA, pH 9,0 

DNA oder RNA: 1 ng - 1 ug 

Partikel: 0,5 g in 1 ml 1 0 mM Tris-HCI, pH 6,5 

25 



30 
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VerfahrensschrittR 

1 . 80 pi BP, 1 ng - 1 pg DNA/RNA, 1 pi Partikel (500 mg/ml) werden mit 
Wasser auf 100 pi aufgefullt, 

2. die Mischung wird 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, 

3. es wird 1 0 Sekunden bei 5000 rpm zentrifugiert, der Oberstand wird 
verworfen, 

4. die Partikel werden mit 200-500 pi WP resuspendiert, 

5. die Schritte 3 und 4 werden wiederholt, 

6. Schritt 3 wird wiederholt, 

7. es werden 30 pi EP hinzugegeben, 

8. es wird 1 0 Sekunden bei 5000 Rpm zentrifugiert, der Oberstand wird 
in ein neues Rohrchen Qberfuhrt. 

Es werden verschiedene Partikel eingesetzt: Hydroxylapatit (Merck 
Art. #1 .051 1 9) und Silica-Partikel (Merck Art. 1 .01 1 93). Diese werden mit 
und ohne Zusatz von Serum zum Bindungspuffer getestet. Die 
Konzentration an radioaktiv markierter Lambda-DNA pro Test entspricht 
etwa 1 ng. Die Radioaktivitat ist in cpm • 1000 angegeben. 
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Pippettierschema \\if\ 



5 



10 



Probe Nr. 


1 


2 


3 


4 


K1 


K2 


Partikel: 

H: Hydroxylapatit 
S: Silicagel 


H 


S 


H 


S 






Bindungspuffer (pi) 


80 


80 


80 


80 


80 


80 


Serum (pi) 






10 


10 






Wasser (pi) 


10 


10 






11 


11 


P-32 X-DNA (pi) 


9- 


9 


9 


9 


9 


9 


Partikel (pi) 


1 


1 


1 


1 







Erqebnisse 

15 



20 



25 



Probe Nr. 


1 


2 


3 


4 


K1 


K2 


Uberstand [cpm] 


22 


14 


7 


17 


179 


173 


gebunden [cpm] 


154 


162 


169 


159 






1. Elution [cpm] 

5 Min., Tris-Puffer pH 9 


114 


132 


94 


139 






2. Elution [cpm] 
Phosphat-Puffer pH 7 


36 


4 


56 


1 






Rest auf Partikel [cpm] 


5 


16 


7 


4 






Bindungskapazitat [%] 


88 


92 


96 


90 






Elutionseffizienz [%] 

1. Elution 

2. Elution 


74 
97 


81 
83 


55 
88 


87 
88 
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Die hier benutzten Partikel mit unterschiedlichen chemischen Gruppen an 
der Oberflache binden unter den gewahlten Bedingungen 80 bis 96 % der 
markierten DNA. In der Regel wird uber 80 % der gebundenen DNA durch 
einfach pH-Anderung (z.B. Tris-Puffer) wieder eluiert. Ein hochmolarer 
Phosphat-Puffer (0,5 M) verbessert die Elutionseffizienz bei den Hydroxyl- 
apatit-Partikeln. 

Bei Verwendung entsprechender magnetischer Partikel wird die Zentrifu- 
gation durch das Anlegen eines magnetischen Feldes ersetzt. 



Beispiel 2 

Entsprechend Beispiel 1 wird eine Nucleinsaure enthaltende Probe (1 ug) 
mit steigenden Mengen Serum versetzt. Zur ErhShung der Pufferkapazitat 
wird der Bindungspuffer bei hohen Serumkonzentrationen 4fach konzen- 
triert eingesetzt (= 200 mM). Die Ausbeute wird Qber Ethidiumbromid 
gefarbte Nucleinsaurebanden in Agarosegelen bestimmt. Als Trager- 
material werden Silicapartikel verwendet 

Serum [pi] o 10 20 30 50 

1xBP[pl] 80 80 70 - 

4 x BP [pi] 50 40 

Ausbeute DNA bzw. RNA +++ ++++ ++++ ++++ +++ - 

Die Ergebnisse zeigen, daB die Bindung der Nucleinsauren an 
Silicapartikel unabhangig von der Serumkonzentration ist. 

Der obige Versuch wird unter Verwendung von Hydroxylapatitpartikeln 
anstelle der Silicapartikel wiederholt; auch bei Verwendung von 
Hydroxylapatit werden ahnliche Ergebnisse emalten. 
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B ispi 13 

Entsprechend Beispiel 1 werden verschiedene Puffer mit verschiedenen 
pH-Werten eingesetzl und ihre Eignung als Bindungspuffer getestet. Als 
5 Tragermaterial werden Silicapartikel verwendet. DNA sowie RNA 
(ribosomale Hefe-RNA) wird in einer Endkonzentration von 0.5 pg 
eingesetzt. Die Ausbeute des Eluats wird uber Ethidiumbromid gefarbte 
Nucleinsaurebanden in Agarosegelen bestimmt. 

10 Pipettierschema fp l ] 



15 



25 



Probe Nr. 
Bindungspuffer 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 


1? 


13 


14 


Acetat/KOH pH 4,5 


80 


80 


























Acetat/KOH pH 5,0 






80 


80 






















Acetat/NaOH pH 4,5 










80 


80 


















MES pH 5,5 














80 


80 














MES pH 6,0 


















80 


80 










MES pH 6,5 






















80 


80 






Tris-HCI pH 7,0 


























80 


80 


Wasser 


15 


15 


15 


15 


15 


15 


15 


15 


15 


15 


15 


15 


15 


15 


DNA/RNA 


4 


4 


4 


4 


4 


4 


4 


4 


4 


4 


4 


4 


4 


4 


Partikel (500 mg/ml) 


1 


1 


1 


1 


1 


1 


1 


1 


1 


1 


1 


1 


1 


1 



Ergebnisse 



| Ausbeute in % 


90 


90 


80 


80 


90 


90 


70 


70 


50 


50 


20 


20 


2 


'I 



Die erhaltenen Ausbeuten wurden unabhangig von dem Tragermaterial 
erzielt. Die hochsten Ausbeuten wurden bei pH 4,5 erreicht. 
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Der Versuch wird unterVerwendung von Hydroxylapatitpartikeln anstelle 
der Silicapartikel wiederholt; es werden ahnliche Ergebnisse wie oben 
zusammengestellt erhalten. 



Vergleichsbeispiel A 

In einem Vergleichsversuch wurden die Bindungskinetiken des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens mit dem Verfahren unter Verwendung eines basi- 
schen organischen Polymers verglichen. Dazu wurden 1 ug X Hind lll-DNA 
( 32 P-markiert; ca. 100 000 cpm) in 50 mM Kaliumacetat, pH 4,5, mit und 
ohne Zusatz von 10 mg/l Rinderserumalbumin (BSA), erfindungsgemali an 
Silicapartikel, und zum Vergleich an ESTAPOR® -NH 2 Partikel (amino- 
derivatisiertes, vernetztes organisches Polymer) gebunden. Die Reaktion 
wird durch die Zugabe der Partikel gestartet; der Me&wert fur 0 Minuten 
wird vor Zugabe der Partikel bestimmt. Durch Messung der Radioaktivitat 
im Oberstand wird die Bindungskinetik bestimmt; angegeben ist die 
Radioaktivitat im Oberstand: 



Zeit 



erfindungsgemaft 



organisches Polymer 



(min) 



ohne BSA 



(cpm/ 1000) 



mit BSA 



ohne BSA 



mit BSA 



0 
1 
5 
10 
15 
30 
60 
120 



91 
14 
5 
3 
4 
4 
4 
4 



94 
14 



91 
48 
25 
13 
9 
7 
4 
3 



93 
.33 
22 
10 
8 
7 
3 
2 
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Es zeigt sich, daB bei dem erfindungsgemaBen Verfahren bereits nach 5 
bis 10 Minuten der Sattigungsbereich fur die Bindung der Nucleinsaure 
erreicht ist und somit nach 5 bis 10 Minuten ein reproduzierbares 
Bindungsverhaiten erreicht wird. Bei Verwendung eines Tragers entspre- 
chend dem Stand der Technik (organisches aminosubstituiertes Polymer) 
wird dies erst nach ein bis zwei Stunden erreicht. 

Die Werte der obigen Tabelle sind in Abbildung 1 dargestellt. Fur die 
einzelnen MeBreihen wurden dazu aus der jeweiligen Radioaktivitat im 
Uberstand und dem ^ -Wert der prozentuale Anteil der am Trager 
gebundenen Radioaktivitat bestimmt. 
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Anspruche 

1 . Verfahren zur Isolierung und Aufreinigung von Nucleinsauren aus 
flQssigen Proben, gekennzeichnet durch folgende Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellen einer flQssigen Probe, die Nucleinsauren enthalt; 

b) Bereitstellen eines Tragermaterials aus einem anorganischen 
hydroxylgruppenhaltigen oxidischen Material; 

c) VerdQnnen der Probe aus Schritt a) mit einem Bindungspuffer, 

d) Behandeln der mittels eines Bindungspuffers angesauerten Probe 
aus Schritt c) mit dem Tragermaterial aus Schritt b), wobei die 
Nucleinsauren gebunden werden; 

e) Abtrennen der Probe und des Bindungspuffers nach Bindung der 
Nucleinsauren; 

f) Eluieren der in Schritt d) gebundenen Nucleinsauren mittels einer 
alkalischen Losung. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei nach Schritt e) ein Waschschritt 
e1) mittels eines Waschpuffers bei einem pH-Wert < 6,5 ausgefuhrt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft 
der Bindungspuffer fOr den Schritt c) einen pH-Wert von 3 bis 6 
aufweist. 

4. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
dafS ein Elutionspuffer im pH-Bereich von 7,5 bis 9 verwendet wird. 

5. Reagenzzusammenstellung fur ein Verfahren nach den Anspriichen 1 
bis 4. 
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